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文部省科学研究費, 基盤研究 (B) (2) ｢細胞表層物質の構造と機能+ 紘 ,
平成1 0年度 に開始され平成1 2年度をも っ て 終了す るの で ､ こ こ に 3年間の
研究成果を報告する｡
本研究は当初､ 国際学術研究 一 大学問協力研究として ､ 千葉大学と ハ ンガリ
ー 共和国 のデブレツ ェ ン大学と の 共同研究を目的として開始され ､ 2年度目か
ら基盤研究 (B) (2) に組み込 まれ続行されたも の で ある ｡ したが っ て 配分
された補助金 の多くは ､ 両大学の研究者の旅費 (派遣旅費と招 へ い旅費) に使
われた ｡ 3年間 に ､ 千 葉大学からは 5名の研究者がデブレツ ェ ン大学を訪問し ､
デブレツ ェ ン大学からも 5名の研究者が千葉大を訪れ ､ セ ミ ナ ー を開き ､ 共 同
研究の打ち合わせなどを行 っ た ｡
細胞表層にある種々 の 物質は, 細胞間認識や情報伝達などの機能を営むため
盛んに研究されて い る が , そ の多様性の ため ､ 充分に 理解が進んで い る とは言
い難い ｡ 本研究 でも ､ 表層物質の化学構造から機能を探る研究, 表層 の電子顕
微鏡観察を行う研究､ 表層 に存在する微量金属 の定量法の開発をめざす研究な
ど､ 多岐にわ たる アブロ - チが試み られ ､ 両大学の研究者 の協力のも と ､ 大 い
なる成果が得られた ｡
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研究成果
中野賓､ 米滞直人
平成1 0年度研究成果
ブタ卵子透明帯糖タン ^oク質にお ける精子結合活性糖鎖の存在部位
(はじめ に)
晴乳類卵細胞 の表層 の透明帯は､ 糖タ ンパ ク質の みで構築されて いて ､ 受精
初期過程 で い く つ か の 機能をも つ の で 2 0年 ほど前から世界各国 の多く の研究
室で研究対象にされ て きた ｡ 透明帯糖タ ンパ ク質は 3成分から成りタ ンパ ク質
骨格の分子量 の大きい方から順にZ P A､ Z P B､ Z P Cとよばれそれぞれが
別 の機能を持つ と考えられ て い る ｡ また これ まで の我々 の 実験でブタ の精子結
合活性を持つ糖鎖は Z P B の複合型 の N結合型糖鎖で あ る こ とがわか っ て い る ｡
本研究で はブタ精子結合活性糖鎖の特性と糖鎖の結合位置を調 べ た ｡
(方法)
ブタ の ネイティ ブな透明帯糖タ ンパ ク質3成分はその ままで は分別 で きな い
の で ､ エ ン ドβガラクトシダ ー ゼ でポリ ラク トサ ミ ン領域を除去後逆相H P L
Cで分けた ｡ 精製され たEβ G - Z P Bの リシル エ ン ドぺ P チダ - ゼ消化物およ
びそれを還元したもの を逆相H P L Cにか け ､ 得られた糖 ペプチドの精子結合
活性を競合法で しら べ た ｡
また Eβ G - Z P BとEβ G - Z P Cお よびネイテ ィ ブな透明帯糖タンパ ク質
の混合物をリ シル エ ン ドぺ プチダ ー ゼあ る い は トリプシ ンで消化後､ 逆相H P
L C で分別 した糖ペ プチドの アミ ノ酸配列と､ ヒ ドラ ジン分解で糖ペ プチドか
ら得た N結合型糖鎖の マ ッ ピングからZ P
'
B とZ P Cの どの Asn 残基に どの よ
うなN結合型糖鎖が結合して いるか を決定 した ｡
(結果と考察)
Nグリカナ - ゼ消化の経過をS D S- P A G Eの バ ン ドの生成で み る実験からE
β G - Z P Bと Eβ G - Z PC共 に3 ケ所に N結合型糖鎖を持つ ことがわか っ た ｡
透明帯糖タン パ ク質の N結合型糖鎖には 2本鎖､ 3本鎖 ､ 4本鎖があるが ､ 強
い精子結合活性を持つ 3本鎖と4本鎖はZ P B (成熟タ ンパ ク質 : 3 3 O残嘉)
の Asn-84 に偏在 して いる こ とをみいだした ｡ また , こ の As n 残基を含む N末
端領域(1 - 111)は顕著な精子結合活性を持 つ こ とを確認 した. 更 に ､ Z P Bの
活性を補助すると考 えられ て い る Z P C(3 2 6残基) で は ､ C 末端 に近い
As n-24 9に3本鎖と4本鎖が偏在して い る こ とも明らか に なっ た ｡ 3成分の透
明帯糖タ ンパ ク質にはZ Pドメイ ンと呼ばれ る共通構造がある ｡ 以上 の結果は
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精子結合活性糖鎖はZ P 王∋で はZ Pドメイ ン の N末端領域に ､ Z P Cで は C末
端領域 にあ る こと を示 して お り､ 両タ ン/1o ク質 の 高次構造の解明が待たれ る o
平成 1 1年度研究成果
ブタ精子糖分解酵素の特性づけ
(はじめに)
受精の 際 , 噂乳類の精子と卵子 の表層の タ ン パ ク質が種特異的に結合す る Q
卵子側 の リガン ドは透明帯糖タ ン パ ク質糖鎖 で ある こ とが 明らか にされ て きた
が , 精子側 の卵子結合タ ンパ ク質 に つ い て は諸説が提出されて おり不明の点が
多い ｡ マ ウス の 場合､ そ の 候補の ひ とつ に糖転移酵素 ( ガラクトシル トラ ンス
フ ェ ラ - ゼ) がある｡ 透明帯糖タ ン パ ク質糖鎖の 非還元末端の GIcN Ac 残基を
認識､ 結合 し Gal を転移する とい う説で ある ｡ 本研究で は ､ ブタ精子を対象に
し, や は り糖を認識する糖分解酵素 (特にβガラクトシダ ー ゼと α マ ン ノ シ ダ
ー ゼ) の存在状態を調 べ た o
(方法)
ブタ の射出精液をM 2培養液 で十分に洗浄し奨液を除去後, 精子 をカル シ ウ
ムイオノ フ ォ アで あるA 2 3 18 7 を含む培養液､ フ ォ ス フ ァチ ジルイ ノ シ ト
ー ル特異的 フ ォ ス フ ォ リパ ー ゼ C を含む等蛋1+ン酸緩衝液､ 0 . 2 % Br i ト
3 5を含む 2 %酢酸で処理 した 3 つ の 上清の βガラク トシダ ー ゼと α マ ン ノ シ
ダ ー ゼ の 活性を測定した ｡ また ､ 0 . 2 % Br ij - 3 5/2 %酢酸で抽出した
画分をT S KgelToyope arl H W-55Sのゲル櫨過ク ロ マ トにかけ両酵素の溶出位置
を測定すると共 に , 活性画分の p H による安定性を調 べ た ｡
( 結果と考察)
0 . 2 % Br i ト 3 5/2 %酢酸で は殆どの精子表層物質が ､ A 2 3 1 8 7
を含む培養液で は精子先体内の物質が抽出されると考 えられ る ｡ A 2 3 1 8 7
で先体反応を起 こ させ た画分には 0 . 2 % Br i j - 3 5/ 2 %酢酸画分 の約3
分の 1 のβガラクトシダ ー ゼと約 1 0分の 1 のα マ ン ノ シダ - ゼが存在した .
また約半分の α マ ンノ シダ ー ゼ は フ ォ ス フ ァ チ ジルイ ノ シ ト ー ル特異的フ ォ ス
フ ォ リバ - ゼC で溶出したがβガラクト シダ ー ゼは殆ど溶出しなか っ た ｡ これ
らの結果は α マ ン ノ シダ - ゼ の少なく とも 一 部は G P Iア ンカ ー をも っ て膜 に
組み込 まれ て お り ､ βガラク トシダ ー ゼの 大部分は先体内に存在する こ とを示
して い る ｡ p H 4. 5 で の ゲル渡過ク ロ マ トで は α マ ン ノ シ ダ ー ゼ は1本 (23
okDa) の ､ βガラク トシダ ー ゼは 2本 (4 0k Da と 1 3k Da) の ピ ー ク として
溶出した ｡ βガラク トシダ - ゼは p H 7. 4 にする と会合し1本に なり , 酸性 に
すると再び解離する ことがわ か っ た o 酸性の 先体内で は解離状態 にあるβガラ
クトシダ ー ゼは受精で 先体反応が誘起されると放出されると会合するも の と思
われる ｡ また ､ βガラク トシダ ー ゼ は p H 3 - 8 で安定で あるが ､ α マ ン ノ シ
ダ ー ゼ は p H 4以下で は失活す る こともわか っ た ｡ なお ､ 本研究の 一 部はデブ
レツ ェ ン大学の L.K is s教授と共同して行 っ た o
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平成 1 2年度研究成果
ウシ透明帯糖タ ンパ ク質の アミ ノ酸配列と糖鎖結合部位
( はじめに)
卵子表層 の透明帯の機能を知る ため に は受精前後の変化を調 べ る こ とが必須
で あ る ｡ 本研究で は受精卵を多量 に得られ るウ シ を対象にし､ 3成分 の透明帯
糖タ ン パ ク質 のう ちアミ ノ酸配列が未決定の Z P AとZ P B の配列を決定後､
受精に よ るタ ンパ ク質骨格の変化を調べ る と共 に, 糖鎖の結合位置を解析した o
(方法)
32p で ラ ベ ル したブタ透明帯糖タ ンパ ク質をプロ - プに して ウ シ卵巣 c D N A
ライ ブ ラリ - か らZ P AとZ P Bの c D N Aを単離 し塩基配列を決定した ｡ Z
p Aにつ い て は 一 部ゲノ ミ ック D N Aも用 いて配列を決めたo またウ シ卵巣の
卵子および受精卵から得た透明帯糖タ ン パ ク質を､ エ ン ドβガラクトシダ - ゼ
消化後逆相H P L CとS DS - P A G E で分析し ､ 受精による タンパ ク質3 成分
の変化を調 べ た o 更 に ､ N グリ カナ - ゼ消化による 3 成分の経時変化からN結
合型糖鎖の本数を調 べ る と共 に ､ トリプシ ン消化糖 ペプチドと臭素シ ア ン分解
糖ペ プチドのアミ ノ酸配列から糖鎖の結合位置を決定した o
(結果と考察)
ウ シ Z P Aと Z P B のオ ー プンリ - デイ ン グフ レ ー ム はそれぞれ2 2 11 塩
基と 1 6 0 2塩基で あり , コ ー ドして い るア ミ ノ酸はそれぞれ 7 1 3残基と5
3 4残基であ っ た ｡ ウシ とブタ の Z P A の相同性は 7 8 %､ Z P B の相同性は
7 3 %と良く保存されて お り ､ 特 に高次構造に寄与す る Cys (Z P A: 1 5残
基､ Z P B: 2 1残基) の位置はウシ とブタで完全 に 一 致し ､ タ ンパ ク質骨格
の高次構造は両種間で よく似て いる もの と推定された o 受精で Z P A のみが 1
ケ所 (Ala と Asp の 間) 特異的に切断される こ ともわか っ た ｡ また ､ 3成分と
もN結合型糖鎖が 3ケ所で付加して おりこ 結合位置の内Z P A(成熟タ ンパ ク
質 : 6 7 3残基) の 3 ケ所 (Asn-4 8, Asn-156, Asn-492)､ Z P B(4 4 0残基)
の 1 ケ所 (As n-178)､ Z P C(3 1 7残基) の 2 ケ所 (Asn-93,As n-24 0) を決
定で きた ｡ これ らの結果か ら､ N結合型糖鎖 の付加部位もウシ とブタ で ほぼ 一
致する もの と思 われた ｡ 更 に ､ ピオテ ン化 した個 々 の成分をス ト レプトアピジ
ン アガ ロ - ス ビ ー ズに結合させた擬似卵 へ の ウシ精子 の結合性を調 べ た と ころ ､
z p Bが最も結合活性が強く､ Z P Cにも弱い なが ら活性があ っ たが ､ Z P A
には全く活性が無い こ とがわか っ た ｡
竹尾漠治
平成 1 0年度研究成果
分裂酵母 Scbiz o s a c char o myc e sjapo nic u sの 二 形性に関する研究｡
(は じめ に)
単細胞 の酵母が伸張しさらに個 々 の 細胞が連な っ て ､ か び形 となる 二 形性変
換は多く の形態変換の素過程として の 意味を持 つ ｡ 特に病原其菌の多くは環境
中で はカ ビ形 を､ 人体中で は酵母形 ( 一 部は逆) を取るため､ 真菌感染症 の解
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明 に は二 形性の 理解 は大切 で あ る o しか し病原寅薗 の遺伝解析は 一 般に 容易
で ない ｡ 我々 は日本人が発見し､ 遺伝解析の 出来る Scbiz o s ac char o myce sjaponicu s
の 酵母 ､ 菌糸の 二 形性形態変化を初めて詳しく研究 した ｡
(実験)
s.japo nic u sを様々 な液体培地中で静止､ または振返培養した ｡ また ､ 寒天培
地と し てポテ ト､ コ - ン ミ - ル ､ 麦芽 エ キス ､ 酵母 エ キス等を使用 した o また
合成培地 を作成し, それ にカ フ ェ イ ン ､ サイクリ ッ ク A M P等を添加して作用
を調 べ た ｡ S.japo nic u sの生長の詳細は ニ コ ン及びオリ ンパ ス タイム ラブス顕微
鏡で経時的に写真を撮り解析した o 細胞隔壁 はカル コ フ - ル で 蛍光染色､ 細胞
内部 の ア クチ ンや マイ ク ロ チ ュ - ブル の観察には蛍光標識した後蛍光顕微鏡
で観察 した ｡
(結果と考察)
液体培地 で は試みたどの様な条件で も酵母形をと っ た ｡ 酵母 形 は両方向成長
と中央部で の分裂が特徴で ある ｡ 寒天培地 で は酵母生長は不安定で , 菌糸形 に
容易 に変化した ｡ 菌糸形 で は先端の みで単極性に 生長した ｡ 寒天 の表面で は倣
性菌糸形を取 っ たが ､ 菌糸が寒天中には い る と真性菌糸とな っ た ｡ 酵母 か ら菌
糸 へ の 二 形性変換には培地中の栄養勾配が必須で あ っ た ｡ また細胞の強い液胞
化を伴 っ て い た ｡ 寒天中の菌糸を液体中で培養す る と､ 菌糸は小さく切 れて酵
母として 生長した ｡ 本菌 で は酵母として 生長するとき で も生長極性は高い の で
菌糸､ 酵母 の 二 形性の研究 に優れた材料で ある ｡
s.japo nic u sの酵母か ら菌糸 へ の変換は以下 の よう に柵胆全体に変化 の起 こる
段階的な過程 で あ っ た o 即 ち不等分裂を伴 っ た単極性長､ 細胞 の後方に位置す
る大きな液胞 の出見, アクチ ン と微小管 の分布の変化, 分裂後も細胞が分離し
な い こ とで ある ｡ 培地中に高濃度のグル コ ー ス が存在するか ､ カ フ ェ イ ンやサ
イクリ ッ ク A M Pを添加する と二 極性の酵母生長が起 こ っ た ｡ 上記の処理 はま
た菌糸生長を阻害し ､ さ ら に菌糸から酵母 へ の 変換を誘導した ｡ これ らの影響
からサイクリ ッ ク A M Pが 二 形性 の制御に関与して いる と思 われ た ｡ また 18 度
以下 または 3 5度以上の 温度で は菌糸生長は阻害され酵母生長に戻 っ た ｡
平成 11年度研究成果
分裂酵母 Schiz o s a c cba r o mycespo mbe の細胞壁微細構造と生長極性に関する研究
(はじめに)
一 般 に ､ 酵母の生長部位は先端､ 全体的､ 再び先端と変化して複雑な生長を
示す｡ すなわち 生長極性は高くな い ｡ しか し分裂酵母は細胞の端で の み生長し
て強い 生長極性を示すため ､ 生長 に関する研究に有利な材料で あ る ｡ 細胞表層
構造は , 酵母の 場合 , 細胞壁 と細胞膜から成り立 っ て いる ｡ 酵母 の形態や生長
を最終的に決定するもの は細胞壁 で ある が , 細胞膜は細胞壁 の合成酵素および
細胞壁素材を分泌するとい う点で ､ 生長 に深くかかわ っ て い る
( 実験)
病原酵母 Crypto c o c c u s n e oro m a n s､ Scbiz o s a c cbar o mycespombe, それ に S. po mbe
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の 生長極性を欠い た球状 ミ ュ ー タ ン ト (共同研究者の Sipic zki教授が分離した
も の) を酵母 エ キ ス を添 加 した合 成培地中で振返培養した ｡ 細胞膜 の 立体的な
超徴形態の観察 に は ､ 細胞を無処理 で急速に凍結した後､ フリ - ズ ･ レプリカ
作成装置中で - 1 0 0℃ で割断､ 白金 , カ ー ボン蒸着後､ 透過型電子顕微鏡で
調べ た｡
(結果と考察)
酵母に特徴的な膜の陥入はラ ンダム に存在して い た ｡ 膜粒子 の 形態やそ の 分
布に も強 い極性が示されなか っ た ｡ また ､ 膜に作用す る抗生物質アン プ テリ シ
ン Bや ､ フ ィ リ ピン で作用すると酵母 に特徴的な膜の陥入部および母細胞と娘
細胞の境界を除けばほぼ 一 様に阻賓が起 こ っ た o なお , 出芽の部分は母細胞 に
比 べ 形態的損傷は強か っ たが ､ そ の差は少なく膜微細構造の 局所的差異は全般
的に少なか っ た ｡ 分裂酵母は シリ ンダ - 状 に生長端で の み生長す るため 生長極
性が高く､ 生長の解析も単純で あ る ｡ S. po mbe 野 生株で は､ フ リ - ズ ･ エ ッ チ
ン グ電子顕微鏡法で 明 らか にされた膜の微細形態は部位により顕著に異な っ て
いた ｡ 膜の 陥入 は生長端に は全 く存在せず､ 近接部分で も殆どなか っ たが ､ 非
生長部分で は長くか つ深か っ た ｡ 細胞膜粒子 に は､ 小型で球形 で へ こみ の見え
な いも の と大型で中央部に へ こみ のある 2種類が観察された ｡ 生長端 で は小型
の も の が多か っ た o 一 方, 非生長部位で は大型で中央 に へ こみ があるも の が大
部分で あ っ た ｡ 中央部で は細胞分裂が始まる以前に陥入が消失 し ､ 大型の粒子
も消失､ 小型 の も の で 置き換わ っ た o ア ンホテリ シ ン Bや フィ リ ピ ン で処理す
る と生長端と分裂溝は形態が ひ どく損傷したが , 非生長部分で は形態異常はあ
まりなか っ た ｡ 一 方､ 球形 に 生長する S. po mbe のミ ュ ー タ ントで はタンパ ク粒
子や陥入 の局在は顕著で なか っ た ｡ フ ィ リ ピ ンや アン ホテリ シ ン B で処理する
と細胞膜はほぼ 一 様 に超微形態的損傷を呈 した ｡ 以 上 ､ 細胞壁生長と形態に
極性を示さな い ミ ュ ー タ ン トで は細胞膜構造 の極性もまた失われる こ とが示 さ
れ ､ 膜構造と生長との相関性を明らか にす る こ とが出来た｡
平成 1 2年度研究成果
酵母の中 で最も簡単な生長様式を示す分裂酵母 の ､ 生長と分裂部位決定に関す
る研究｡
(は じめ に)
細胞の形 を決定する 2大要素は細胞 の生長と分裂部位で ある ｡ 酵母 の 中で分
裂酵母は端のみ で生長 し中央部で 二 分裂するという最も簡単な生長様式をも つ
が ､ この解析には逆に生長極性を欠 いた球状ミ ュ ー タ ン トと対 比させ て行なう
のが有用 で ある ｡
(実験)
scbiz o s a c cbar o myc e spo mbe 野生株と球状ミ ュ ー タ ン ト (共同研究者の Sipic zki
教授が分離したもの) の細胞壁表面 の微細構造は走査型電子顕微鏡と フリ ー
ズ ･ エ ッ チ ン グ透過型電子顕微鏡で調 べ た o 細胞壁及び細胞内断面構造は急速
凍結後アセトン中で オス ミ ウム 固定した後超薄切片を作成して調べ た ｡ 細胞内
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アクチ ン は ロ ダミ ン を付けた フ ァ ロイヂンで蛍光決色 した . マ イ ク ロ チ ュ - ブ
ル は蛍光抗体法により標識 した後､ 蛍光顕微鏡で調 べ た ｡
(結果と考察)
S･ po mbe で は生長の方向性は母細胞から受け継 い だ細胞壁 の 形 と細胞質の サ
イ トス ケル トン の 分布に より決定され る ことがわ か っ た ｡ シリ ン ダ ー 状の野 生
株 の母細胞を2 つ の娘細胞 に分け る隔壁 は細胞 の ち ょ う ど中間 に , 両生長極 の
軸と直角 に で きる ｡ 子孫もまた両端で 生長して 長軸と直角 に 隔壁 を作 るか ら ､
隔壁 はお 互 い に平行 にな る ｡ こ の制御機構を理解す るた めに球形 の細胞形を取
る ミ ュ ー タ ン トを調 べ た ｡ 形態的に前も っ て 決 ま っ た生長端は存在しな い球細
胞 で 生長が如何に起 こるか を調 べ た ｡ 4 つ の ミ ュ - タ ン トはそれぞれ異な っ た
遺伝子を欠損して いた o 細胞の 95%以上 は完全に球形をと っ た o また有性生殖
の た めの接合能を欠 い て い お り ､ 細胞質の微少管や アクチ ン繊維はかなりラ ン
ダム に位置して いた ｡ 細胞分裂 の 隔壁が如何 に位置づけられ るか を詳しく調 べ
る ため ､ カル コ フ ロ - ラで 染色して顕微鏡観察を行 い ､ また凍結置換法､ フ リ
ー ズ ･ エ ッ チ ン グ法､ 走査型電子顕微鏡法で調 べ た ｡ 両極に伸びる形は ､ 分裂
後の 2 つ の核 を分か つ ため に必須で はな い ことがわ か っ た o しかし数世代に亘
つ て 隔壁 を平行に保つ ため に は ､ 生長 は両端の み に限られ る必要がある ｡ 球形
の細胞 で は以前の隔壁 と新しい 隔壁 はお 互 い に直角となる ｡ すな わち ､ 母細胞
から受け継いだ細胞壁が核分裂の 際の染色体の移動する極の位置づけに影響を
与えて い るとい える ｡
相見則郎
平成 1 0年度研究成果
Debr e c e n大 学 医学 部に以 前ク ー エ ー ト の 油 田 地 帯 で 採取 され た 放線菌
Strepto myc ete sgris e ofla v u sの 1 菌株が保存され て い る Q 原 油で汚染された地域
に生育して い る本菌は細胞表面 あるい は細胞内代謝系などに特殊な構造と機能
を持つ こ とが推測され ､ 貴重 な研究対象生物 で あ る ｡ Debr e c e n大学 George
Ba r aba s 教授 との共同研究として本菌の 生物活性代謝産物を単離して化学構造
を解明する研究を行う こ とと した ｡
1) 抗菌性代謝産物 の単離と精製
以下 の研究は Bar aba s教授の研究室 で行われた . 菌 を filte r ed s oybe an 培地中
で浸透培養した後菌体を培地 ごと凍結乾燥する ｡ 得 られた粉末状菌体試料をガ
ラス粒とともに9 5 %エ タノ ー ル 中混和し抽出を行う ｡ ガラス繊維フィ ル タ ー
で不溶物を除い て か ら溶媒を揮散させて ゆく と沈殿が生成する｡ 生成した沈殿
を除く操作を繰り返 した後最終的に乾燥状態 の残留物を得た｡ 続 いて シリ カゲ
ルカラムク ロ マ トグラ フィ ー に より に よる精製を行 い ､ 4 0 フラク シ ョ ン を得
た ｡ そ の うち最も活性の高い フ ラク シ ョ ン として A K 2 5が得られた ｡
2) 抗菌活性の評価
o.1 M リ ン酸緩衝液に溶解した検体試料に つ い て抗菌活性の評価を行 っ た ｡
Ba cilu s s ubtilis A T C C 6633を寒天培地上培養し､ この 上 に P O L Y G R A M SI L Gプ
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レ ー トを押し つ けて 3 7 ℃ でイ ン キ エ ペ - ト､ 出現 した阻止円を測定して悟性
を検知 した ｡
3) β -ラク 夕 マ - ゼ阻害活性物質の単離研究
Filter ed Soybe a n培地中 strepto myc ete sgriseona vu s菌を2 7℃ 二 日間振 とう培
養した後､ 培地 に等量の ク ロ ロ フ ォ ルム を加 えて 1 日撹拝する ｡ ク ロ ロ フ ォ ル
ム層 を とり ､ 溶媒を留去, 得られ た残留物の中に エ タノ ー ルを加えて 可溶部分
と不溶部分に分け ､ 可溶部分の溶媒を留去して粗 エ キス を得た ｡ 続い て Amberlite
X A D-2 のカ ラムク ロ マ トにか けた後､ 活性フラク シ ョ ンをC 1 8逆相カラムを
用 いた液体ク ロ マ トグラ フ ィ ー で 精製した結果活性物質を含むと思われる フ ラ
ク シ ョ ン P 9 9が得られた ｡
4) β - ラク夕 マ - ゼ阻害悟性の評価
Bacillu s c e re u s
,
ps e udom o n a s a e r ugln O Sa Cilote, Ente r oba ctter clo a cea e 四 9,
Escherichia c oli R P4
･ Es cherichia coli R 4 6
,
Staphylo c o c c us a u r eus P C l, Prote u s
vu1garis lO28の 生産するβ - ラク 夕マ - ゼが基質 nitr o ce血 を加水分解する速度
に対 し被験物質が存在する場合どの程度抑えられるかをも っ て 活性の指標とす
る ｡
平成 1 1年度研究成果
前年度 Bar aba s教授の 研究グル ー プで得 られたβ - ラク夕 マ - ゼ 阻害活性フ ラク
シ ョ ン , お よび抗菌活性 フ ラク シ ョ ン につ い て , 活 性本体追求の研究を千葉大
学薬学部で行 っ た ｡
1) β - ラク 夕 マ - ゼ阻害活性物質の追求研究
Debr e c en 大学にお ける精製操作の結果最も活性が高い とされ たフ ラクシ ョ ン ,
俊杯P 9 9に つ い て ス ペ ク トル の測定と構造解明の試みを行 っ た ｡ は じめに紫
外部吸収ス ペ ク トル の測定を行 っ た と こ･ろ2 0 0- 4 0 0n mに 吸収極大は見
られなか っ た o質量ス ペ ク トル につ い て は E トM Sで m/z149(75 %),148(41 %),147
(100 %),61(3 4 %),60(90 %)が ､ F A B- M S(in NB A)で m/z149(75%),62(10 %)が観
測された . 試料の 重メ タノ ー ル溶液 に つ い て N M Rス ペ ク トル を測定 した と こ
ろ､ 5 0 0メガヘ ル ツ のプロ トン N M Rにお いて は ∂3･02(dd), 63.74(dd)の 2
本の シグナル ､ 1 2 5メガ ヘ ル ツ の C-13 N M Rにお い て は∂42.8, ∂58.9 の 2
本 の シグナルが観測される のみだ っ た o 以上の結果紫外部吸収ス ペ ク トル ､ 質
量ス ペ ク トル か らは有効な情報は得られず, N M Rス ペク トルで観測された シ
グナルはきわめて単純で ､ おそ らく培地 に由来する X - C H 2- C H 2-Y の構造を持
つ低分子量の爽雑物 に よる もの と考 えられ る o 結論 として β - ラク夕 マ - ゼ 阻害
活性物質の , 本 フ ラク シ ョ ン中 の含有量はきわめて微量で これ以上 のス ペ ク ト
ル的追求は困難と思われ る o Bar aba s 教授 に別の フ ラク シ ョ ン につ い て の検討
を依頼する こと とした ｡
2) 抗菌性成分の追求研究
Debr e c e n大学 Bar aba s教授から提供された抗菌性物質を含むと思われる フ ラ
ク シ ョ ン ､ A K 25に つ い て ス ペク トル的研究を行 っ た o 紫外部吸収ス ペ ク トル
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を測定したと ころ 263nm に 吸収極大が認められ る が 20n m 付近の末端吸収の
強度に 比 べ て 極め て弱く目的物質自身の吸収かどうか断定は出来ない ｡ 質量ス
ペ ク トル上 は っ きり した分子イオ ン ピ ー ク は認め られ なか っ た ｡ プロ トン N M R
ス ペ ク トル(5 0 0M Hz) (重水素化メタ ノ ー ル)に は 6 5･2(d), 64.6(d), 63.2
(dd), 62･6 (dd), 61･1(t)な ど特徴ある シグナルが観測されたが , 6 4.3 - 3.3
の 領域 に極めて複雑な シグナル群が観測された o c-13 =M R ス ペ ク トル測定を
行い解析を試みたが結論を得 る に至 らなか っ た ｡ 試料純度に疑問が持たれた の
で Baraba s 教授に より高純度の フ ラクシ ョ ンの 提供 を求めた｡
平成 1 2年度研究成果
1) 抗菌性成分の解明研究
前年度対象とした A K 25より高度の純度を持つ と考 えられる フラク シ ョ ン 3
- 2 につ い て解明研究を行 っ た o まず N B A マトリ ッ クス を用 いて FA B質量ス
ペ ク トル測定を行 っ たとこ ろ m/z 53 1に疑似分子イオ ン ピ ー ク と思われ る シグ
ナル を得た ｡ 同時 に m/z 553に M＋Na と思われる ピ ー クも観察される . さらに
マ トリ ッ ク ス に 和 を添加して測定したと ころ m/z 569に M＋K と思われ る ピ ー
クが現れる こ とか らも先 の m/z 531 が疑似分子イオ ン ピ ー ク で ある こと, 従 っ
て本物質の分子量が 530 で ある ことが強く示唆された . この ピ ー ク に つ い て高
分解質量分析測定を行い分子式を確定する試みを行 っ たが未だ成功に至 っ て い
な い o 続 い て核磁気共鳴ス ペ ク トル の測定を行 っ た o 600 M Hz プロ トン N M R
ス ペ ク トル の シグナル/てタ ー ンか ら3 -2 は前年度究明を試みた A K 25 の主構成J r ヽ - ヽ _ Tt.J P 一 ■- ■■■ ,I物と同 じ物質と考えられる o しか しまだ単 一 物質か否 かは明らかで はな い ｡
- - I l
の 試料 に つ い て可能な限り解明作業を続け る こ ととして下記の ような N M R
ベ ク トル の測定を行 っ た ｡
1
2
3
4
5
1H - N M R(C D 3 0D) (C hart1) 次貢
F G C OS Y(1 H) (Chart2) 次貢
13 C- N M R(B CM) (C hart3) 次々 頁
F G H MQC
F G H M B C
Y
+
ス
現在これ らの ス ペ ク トル の精密な解析で対象分子 の化学構造を解明しようと試
み て い る ｡
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こ れ らの N M Rチ ャ ー トか ら幾つ か の事実がわか る ｡ すなわ ち芳香族プロ ト
ン ､ カ - ボン が見られな い ことか ら芳香環の存在は否定される o これ は U V ス
ペ ク トル に は っ きり した吸収極大が見られない ことか らも支持される ｡ アセ タ
ー ル構造がある こ と ､ 酸素官能基を持つ炭素原子が多いととから糖質､ ある い
はポリ エ ー テル 系の化合物と考えられ る o 今後更に詳細な ス ペ ク トル解析を行
うとともにアセ テル化など誘導体生成に つ い て も検討する ｡
小熊幸 一
平成1 0年度研究成果
クラウ ン エ ー テル担持樹脂をオ ンライ ン前濃縮に用 い る鉛の フ ロ - イ ン ジ ェ ク
シ ョ ン - フ レ
ー ム原子吸光定量
(はじめに)
鉛は生物に有害な金属 の 一 つ と して よく知られ ､ 環境保全の 上か ら様々 な環
境試料の鉛含有量がしばしば測定される o 環境試料中の微量鉛をフ レ ー ム原子
吸光法 で定量す る際 ､ 感度改善の た め溶媒抽出やイオ ン交換等 の分離濃縮を必
要とする こ とが多い ｡ フ ロ ー イ ン ジ ェ ク シ ョ ン法(FIA)は , 分離や濃縮などの前
処理を迅速か つ オ ン ライ ン で行う ことが で きる o 一 方 ､ 最近､ 鉛を選択的に吸
着するクラウ ンエ ー テル担持樹脂(pb樹脂､ Eichr o m社製)が市販され て い る▲｡
本研究 で は , この樹脂を充填したカラムを前渡締に用 いた FIA- フ レ ー ム原子吸
光法に より s ubppm レベ ル の鉛を定量する方法を確立した ｡
(実験)
前渡締カラム は P E E K製カラム(7.5×100m m)に Pb樹脂約 1.5g を充填したも
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の を使用した o 送液ポンプは , ペ リ ス タ型及びダブルプラ ンジ ャ - 型 を併用 し
た ｡ 流路 の切 り替えに は6方 バ ル ブを使用 した ｡ 装置の 接液部はす べ て メ タル
フリ ー の もの で ､ 配管は内径 1 m m の テ フ ロ ンチ ュ ー ブで 行っ た ｡ 定量操作は
以下 の通 りで あ る o ①1 M 硝酸で カ ラム をコ ンデシ ョ ニ ン グ､ (2)試料溶液(o.2 -
1gPb, 1 M硝酸, 5 - 50ml)か らカ ラム へ の 鉛の 吸着､ ③1 M硝酸よるカラム の 洗
浄､ ④o･1 M シ ュ ウ酸ア ンモ ニ ウム によるカ ラム からの 鉛の 溶離とオ ンライ ン
で の原 子吸光装置 へ の導入 ｡ 原子 吸光装置からの シグナルは連続的に記録 し ､
ピ ー ク高さ をもと に外部検量線法で定量を行 っ た ｡
(結果と考察)
使用した pb樹脂 へ の 鉛の k-は 1 M硝酸系で約 1000であり ､ 導入する試料体
積が 100ml以下 の 際 ､ 鉛 の 絶対量が 同じで あれば､ 試料体積に かかわらず等 し
い ピ - ク高さが得られた ｡ 一 方 , Fe(ⅠⅠⅠ), Al(ⅠⅠⅠ), Ca(ⅠⅠ), Mg(II), Ti(I V)は 1 M硝酸
系で本樹脂に吸着せず通過する こ とを確認 した o これ らの金属は , 環境試料中
の鉛を定量する 際 マ トリ ッ クス と して多量に共存する可能性があり ､ 本法で は
これらの 金属 か ら鉛を分離する ことが で きる ｡
本樹脂カ ラム に吸着された鉛は ､ シ ュ ウ酸ア ンモ ニ ウム溶液で定量的に溶離
で きる ｡ 本定量 シ ス テムで は ､ 鉛の感度が最も良か っ た 0.1 M シ ュ ウ酸ア ン モ
ニ ウム溶液を溶離事夜として用 いた ｡
Sr(ⅠⅠ)は ､ 本樹脂 に吸着され , シ ュ ウ酸ア ンモ ニ ウム溶液 で鉛とともに溶出し
て く る o 共存ス ト ロ ンチウム の鉛 の定量 へ の影響を確認 したと こ ろ､ 1[Lg の鉛
に 500〟g まで の ス トロ ンチ ウム が共存して も全く影響がなく ､ 1mg のス トロ
ンチウムが共存す る と鉛の ピ ー ク高さは 23 %減少した ｡ 河川水中のス トロ ンチ
ウム濃度は約 50LLg/1 で あり ､ 河川水中 の鉛を定量する場合に ス トロ ンチ ウム
は妨害とならない ｡
本法 に より河川水標準物質(日本分析化学会作成 JA C-003 2)中の鉛を定量した
と ころ ､ 3 回測定の 平均値として 9･3 ppb が得られた ｡ 認証値9.9 士0.2 ppb より
若干下回 っ た の は , 鉛の 一 部が天然水に含まれ る何らかの配位子と錯生成して
い て ､ P b樹脂に吸着されなか っ たも の と推定され る o
平成 11年度研究成果
フ ロ ー イ ン ジ ェ ク シ ョ ン ー 黒 鉛炉原子吸光法に よ る環境水中の カ ドミ ウム の定
量
(はじめに)
フ ロ ー イ ン ジ ェ ク シ ョ ン (FI) 法は ､ 分析の自動化の 手法として注目されて
おり ､ 様々 な検出器と組合せた自動オ ン ライ ン分析 シス テムが報告されて い る ｡
一 方 ､ 黒鉛炉原子吸光法 (G F A A S) はその優れた検出限界により微量金属 の定
量に用 い られ て い る が , 一 度に導入 で きる試料量が制限され連続測定ができな
い ため ､ FI法との組合せは例が少ない ｡ 本研究で は , キ レ ー ト樹脂カ ラム によ
りカ ドミ ウム を前波締 した の ち , 溶 出液を黒鉛炉に オ ン ライ ン導入する FI-
G F A AS シ ス テ ム を開発し ､ 環境水 の分析に応用 した ｡ なお ､ カ ドミ ウム はイ
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タイイタイ病の原 因 として知られ ､ 生物に対し様々 な悪影響を及ぼすため , 環
境試料中カ ドミウム の高感度測定法の開発は意義深 いも のが ある ｡
(実験)
前処理部には日立製フ ロ ー イ ン ジ ェ ク シ ョ ン シ ス テム を 一 部改造 して用 い た o
そ の 流路図を Fig･ 1 に示す ｡ 緩衝液 (o.1 M酢酸アン モ ニ ウム) と混合された試
料中の カ ドミ ウム はキ レ ー ト樹脂 (Mur om a cR A- 1) カ ラムに吸着され る ｡ 次に
バル ブの 切 り換えにより溶解液 (2 M 硝酸) をカラム に導入 し ､ 吸着 したカ ド
ミ ウム を溶離した ｡ 溶出液は ､ 原子吸光装置 (日立 z-5000) のオ ー トサ ン プラ
- ノズル へ 合流させた . こ の と き ､ カ ドミ ウム の最大 ピ ー クがノ ズル先端で停
止す る よう にバル ブ を切り換えた o そ切 後､ 原子吸光装置の測定を開始する信
号を送り, 溶出液(2 0LLl)およびマ トリ ッ クス修飾剤 (リ ン酸ア ンモ ニ ウム , 10
LEI) を黒鉛炉に導入して所定の 温度プロ グラム に より吸光度を測定した o なお ､
バ ル ブの切 り換えおよび測定開始 の信号はプロ グラ マ ブル コ ン ト ロ - ラ ー (日
立 H -200) で制御した ｡
(結果 と考察)
まず予備実験として ､ 原子 吸光測定でデ ー タが比較的安定して い る銅を用 い
て溶出液 の吸光度を 70〟l ごとに 調 べ た ｡ こ の結果 より最大ピ ー ク位置を決定
し､ こ れをカ ドミ ウム に応用して 0 - 100ppt の検量線を作成した ｡ 約 4ml の 試
料を処理した場合､ 濃縮 (1分)､ 洗浄 ､ 溶離お よび吸光度測定まで を約 5分
で行 い ､ 20- 3 0倍 の 濃縮倍率が得られた ｡ 本シス テム を地下水お よび水道水 の
分析に応用したと こ ろ ､ ppt レ ベ ル の カ ドミ ウム の 測定が可能で あり , 回 収率
もほぼ定量的で良好で あ っ た ｡
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炉内空気灰化 一 黒鉛炉原子吸光法による毛髪中のスズの直接定量
(はじめに)
毛髪中 の微量金属量は､ ヒ トの 食生活や住環境などの状態を反映する ことか
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ら､ 環境科学 の 研究上しばしば測定されて い る ｡ また ､ ス ズ化合物は環境ホル
モ ン として 生物 に作用する こ とが 明らか になり ､ 大 きな関心を呼んで い る物質
の 一 つ で ある o
と ころ で ､ 黒鉛炉原子吸光法によ る固体試料の直接高感度分析は､ 試料分解
に用 い る試薬からの汚染の 心配がなく , 分析に要する時間が格段に短い ことか
ら, 生 物試料中 の微量金属 の定量に広 く適用され て い る｡ しか し, 有機物 の 多
い試料の直接分析を行う場合に は ､ 試料残液の影響によ っ て 分析が困難にな る
場合がある o 本研究で は ､ 空気を用 いた炉内灰化により試料残遮を生じな い よ
うにする こ とに よ っ て ､ 毛髪中ス ズの 直接定量を可能にしたo
( 実験)
用 い た装置は ､ 日立 z15000原子 吸光光度計を使用し､ 空気灰化の た め に オ
ル タ ー ネ - トガス ユ ニ ッ トを接続 した o 黒鉛炉は パイ ロ 化チ ュ ー ブの 試料注入
口 を内径約 5 m m に広げて使用し ､ 接触温度計により黒鉛炉の温度を測定した ｡
毛髪試料を約 2 mg はかり採り ､ 黒 鉛炉に入れた o 30p pm パ ラ ジウム溶液(20pl)
をマ トリ ッ ク ス修飾剤として添加 した後､ 次の温度プログラム に より吸光度を
測定した . 定量には ピ ー ク高さを用い た ｡
ス ズ の 直接黒鉛炉原子吸光定量の 温度プ ロ グラム
ス テ ‾ ジ 開始 温度 終了 温度 昇温時間 継続時間 ガ ス 涜 畳
℃ ℃ s s mlmin
‾1
乾燥 6 0
灰化 120
灰化 6 00
原 子化 28 00
90 60 0
60 0 2 0 60
60 0 3 0
280 0 3
クリ ー ニ ン グ 28 00 280 0 4
冷却 3 0
Ar 2 00
Air 2 00
Ar 20 0
Ar 0
Ar 200
Ar 20 0
(結果と考察)
ス ズは ､ マ トリ ッ クス修飾剤として パ ラジ ウム を添加すると , 感度が高くな
る ことが知られ て い る ｡ よ っ て , 本研究で は ､ 空気灰化を採用した上 で ､ さ ら
に パ ラジ ウム添加を試みた ｡ ス ズ標準液と毛髪試料にパ ラジウム溶液を加え,
原子吸収プロ フ ァイル を比較した ｡ そ の結果､ 約 3 0ppm の/l
o
ラジウム 添加 に よ
り両者で ほぼ等しい吸光度が得られた の で ､ 以後 30ppm ^
o
ラジウム溶液(20LLl)
を マ トリ ッ クス修飾剤として添加する こ とに した ｡ 確定した実験条件で 毛髪中
のスズを定量した と ころ(306 ±40)ppb(n=6)となり , 酸分解後 に測定した値(297
±12)ppb(n=3)とよく 一 致した o 分析時 間は酸分解に よ る場合で約 1 日か かる と
ころ ､ 本法で は約 2 時間で あり ､ 大 幅な時間短縮をはか る ことが で きた ｡
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まとめ
以上 の よう に ､ デブレツ ェ ン大学の 研究者 の協力も得て ､ ｢細胞表層物質の
構造と機能+ とい う研究課題で 平成1 0年度に 国際学術研究 一 大学問協力研究と
して 採択され 2年目か らは基盤研究 (B)(2) に移行した ､ 3年間 に わた る
研究を大きな成果を残し終了す る ことがで きた o 中野 ､ 米滞､ Kiss による細胞
間認識 の分子メカ ニ ズム の探究､ 竹尾と sipic zki によ る細胞表層の電 子顕微鏡
観察､ 相見 ､ Ba r abas､ Pe nyige による 生理活性有機物質の構造解析､ 小熊 に よ
る生体内金属 の微量分析法 の開発と研究は多岐に わ たり ､ それぞれ のグル - プ
が貴重な成果を達成した ｡ 今後各グル ー プの 協力 を更 に進める こ とに より細胞
レベ ル の 研究の 一 層の 進展が期待され る o 研究成果ばかり でなく ､ 本課題 を遂
行する こ とに より ､ 日本 とハ ンガリ ー の 研究者 の交流､ 相 互理解が深ま っ た こ
とも我々 の喜びとすると こ ろで あ る ｡
なお ､ 本補助金 で ハ ンガリ ー に赴いた研究代表者と研究分担者および来日し
たデブレツ ェ ン大学の 研究協力者がお こな っ たセ ミナ ー は下記の 通りで ある ｡
Stm c山r e a nd fu n ctio n s orm am m alian eggs u rfa c e z o n apellu cida
(晴乳類卵子表層透明帯の構造と機能)
By Min o mNaka n o 1998.7.22 デブレツ ェ ン大学医学部セミ ナ ー 室
Hyphalgr owth infis sio nye asts:Ge n etic s aJldphysiology
(分裂酵母における菌糸成長 : そ の遺伝学と生理学)
By Mat血iasSipiczki 1998.10.9 千葉大学自然科学研究科セミナ ー 室
Cya n oto xin s m ay effe cto ntheplantgr o wth ?(the wate rw eed appr o a ch)
(シ アノ トキシ ン は植物の 生育に効果があるか : 水草に よる研究)
By Gyo rgyBo rbely 1998.1i.4 千葉大学薬学部1 0 0周年記念講堂
Deter minatio n oftr a c e m etals a nd its slgnific an c ein en vir o n m e ntalche mistry
(環境化学 における微量金属 の定量とそ の意義)
ByKoichi Ogum a 1 99 9.7.30 デブレツ ェ ン大学理学部セミ ナ ー 室
T he c ellcycle and ploidy of a basidio myc etous pathoge nic ye ast Crypto c o c c u s
n e ofbm a ns
(担子菌病原性酵母 Crypto c o c c u s n e oro m a n sの 細胞周期と倍数性)
ByKanji Takeo 1999.10.6 デブレツ ェ ン大学医学部セミ ナ ー 室
Oil bio r e m ediatio n or Actin o mycetes
(放線菌に よる原油の分解)
By Ge o rgeBa r abas 1999.ll.4 千葉大学薬学部 1 0 0周年記念講堂
T he Me chanis m ora ctio n orβ- glu c o sida s e
( β- グル コ シダ ー ゼの作用機構)
ByLa 5 Zlo K is s 199 9.ll.4 千葉大学薬学部 1 0 0周年記念講堂
T heP hysiologicalr ole oftheA D P- ri bo syltran sfe r as einStr epto myc e sgn seu s
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(Streptomyce sgriseu sの A D P-リ ボシル トラ ンス フ エ ラ ー ゼ の 生理的役割)
ByAndrasPenylge 2000.ll.2 千葉大学薬学部1 0 0周年記念講堂
Ascie ntific studyo nYakatsu, a highlyto xiche rbal dr ug ofthe Er a of Tang
Dyn asty, ヮthcentu ry, C hin a
(7 世紀中国唐代の猛毒生薬, 冶葛に関する科学的研究)
By NorioA imi 20 01.2. 2 デブ レツ ェ ン大学医学部セミ ナ ー 室
Stru c山r e a nd Fu n ction or bo vin e a ndpigzona pellucida
( ウシ とブタ の透明帯の構造と機能)
ByNa oto Y o n e z a wa 2001.3.1 デブ レツ ェ ン大学医学部解剖学教室図書室
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